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(54) CON JUGUES D'UN OLIGONUCLEOTIDE/POLYMERE CONDUCTEUR ELECTRONIQUE AVEC UNE 
w MOLECULE D'INTERET, ET LEURS UTILISATIONS. 

(sn L'invention est relative a une macromolecule de for- 
iflule (I): 
P-O-M 

ainsi qu'a un copolymere de formule (II): 

-[P]x-[P]y- 
I 

[M] 

dans lesquelles: 

M represente une molecule d'interet; 

O represente une chaine oligonucleotidique; 

P represente un monomere d'un polymere conducteur 
electronique, et x et y represented des nombres entiers 
egaux ou superieurs a 1. 



(ii) 
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CONJUGUES D'UN OLIGONUCLEOTIDE/POLYMERE CONDUCTEUR 
E LECTRONI QUE AVEC UNE MOLECULE D' INTERET, ET LEURS 
UTILISATIONS. 

La present e invention est relative & de nou- 
velles methodes et de nouveaux composes permettant de 
contrSler la fixation de differentes molecules d'interet 
sur un polymere conducteur electronique (PCE) ; 

La demande PCT WO 94/22889 au nom de CIS BIO 
INTERNATIONAL (Inventeurs TEOULE et al . ) , decrit la fixa- 
tion d' oligonucleotides sur un support constitue d'un po- 
lymere conducteur electronique (PCE) . 

Cette fixation peut s'effectuer de differentes 

manieres : 

1) Par fixation d'un oligonucleotide presyn- 
thetise sur le PCE (soit par reaction chimique de 
1 ' oligonucleotide sur le PCE prealablement fonctionna- 
lise, soit par copolym^risation des monomeres de PCE avec 
le produit de condensation de 1 ' oligonucleotide sur un 
desdits monomeres) . 

2) Par elongation de 1 ' oligonucleotide a par- 
tir d'un nucleoside, d'un nucleotide, ou d'un oligonu- 
cleotide deja fixe au PCE, en utilisant par exemple une 
des methodes classiques de synthese des acides nuclei - 
ques . 

La fixation d' oligonucleotides sur des PCE 
permet de faciliter 1'obtention et 1 'utilisation d.e ma- 
trices d' oligonucleotides, qui sont en particulier utili- 
sables pour le sequengage des acides nucleiques et le 
diagnostic. 

De meme que les matrices d ' oligonucleotides , 
les matrices de peptides, et de maniere plus generale, 
des matrices de diverses molecules constituent en effet 
un outil particulierement interessant, par exemple dans 
le domaine du diagnostic, ou pour le criblage de 
molecules actives. II serait done souhaitable que 
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d'autres types de matrices puissent benef icier des 
ameliorations apportees par 1 'utilisation de PCE. 

Toutefois, la fixation sur un PCE de molecules 
d'interet autres que les oligonucleotides, par exemple la 
5 fixation de peptides, pose plus de problemes que la 
fixation d' oligonucleotides . 

En effet, bien que des methodes de synthese de 
pyrrole portant un aminoacide ou un dipeptide soient de- 
crites dans la litterature [ GARNI ER et al . J. Am. Chem. 
10 Soc, 116, 8813-8814 (1994)], il s'agit de methodes de 
synthese en solution qui, en pratique, ne permettent pas 
1'obtention, avec un rendement suffisant, de molecules 
peptidiques synthetiques de taille superieure a 2 ou 3 
acides amines. Or, les molecules presentant un interet 
15 reel dans le domaine du diagnostic ou celui du criblage 
de molecules actives sont plus longues ; par exemple, un 
motif antigenique « minimal » conporte habituellement une 
moyenne de 6 aminoacides . 

Les methodes habituelles de synthese peptidi- 

2 0 que sur support solide, derivees de la technique de 

MERRIFIELD, font intervenir differents groupes protec- 
teurs des chaines laterales des aminoacides- La coupure 
de ces groupes, ainsi que la separation du peptide et du 
support a 1' issue de la synthese sont effectuees en mi- 

25 lieu acide fort (acide f luorhydrique ou acide trifluora- 
cetique) . Or, en milieu acide, les monomeres de PCE, et 
en particulier le residu pyrrole, ont tendance a polyme- 
riser, creant ainsi des sous-produits indesirables . 

II apparait done que ni la methode de synthese 

30 en solution, dont les possibilites sont limitees a la 
synthese de di- ou des tripeptides, ni la synthese sur 
support, dont la mise en oeuvre necessite des conditions 
chimiques incompatibles avec la stabilite du residu pyr- 
role, ne conviennent a la synthese de peptides modifies 

3 5 par un residu pyrrole. 
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II est toutefois possible de greffer un mono- 
mere de PCE, par exemple un residu pyrrole, sur un oligo- 
peptide preforme issu d'une synthese peptidique tradi- 
tionnelle sur phase solide. Ce greffage peut se faire par 
5 des methodes connues, par reaction entre un derive car- 
boxylique du pyrrole (active par un reactif de couplage) 
et une des fonctions amines disponibles d'un peptide (par 
exemple la fonction amine de l'extremite N-terminale) 
-suivant le schema ci-dessous [S.E. WOLOWACZ et al . , Anal. 
10 Chem., 64, 1541-1545, (1992)]. 

Pyrrole — COOR + NH2 — peptide > Pyrrole — CONH — peptide 

A 1' issue de la reaction, il faut isoler le 
conjugue Pyrrole -peptide du melange reactionnel contenant 
le peptide et le pyrrole n'ayant pas reagi, ainsi que les 
15 sels et sous-produits eventuels . 

Les differentes methodes dont on peut a priori 
envisager 1 ' utilisation dans ce but, sont celles habi- 
tuellement utilisees pour la purification des peptides, 
et en particulier les methodes de chroma tographie en 
2 0 phase inverse (RP-HPLC) , ou de filtration sur gel. 

La maniere la plus simple de proceder a la de- 
tection des peptides a 1' issue de la chroma tographie , est 
de mesurer 1' absorption dans 1 ' ultraviolet , a une 
longueur d'onde de 215 nm a 220 nm ; en effet, a cette 
25 longueur d'onde tous les peptides absorbent la lumiere. 
Cependant, cette mesure de 1' absorption vers 215 nm 
presente 1 ' inconvenient d'etre peu sensible, et de ne pas 
etre specif ique, car des solvants ainsi que des ions 
organiques ou inorganigues sont egalement detectes. 
30 H existe des methodes permettant de detecter 

specif iguement les peptides, par une reaction chimique 
(derivatisation « en ligne ») a la sortie de la colonne 
de chromatographie . Cette methode presente l'avantage 
d'augmenter la. sensibilite de la detection, mais en 
35 alourdit la mise en oeuvre, et en outre modi fie irreversi- 
blement le peptide ; cette modification peut en particu- 
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lier avoir des consequences importantes sur ces proprie- 
ties f onctiormelles (par exemple son antigenicity) . 

Les problemes exposes ci-dessus dans le cas 
des peptides se posent egalement pour la detection 
5 d'autres molecules d'interet etc... En effet, de 
nombreuses substances, telles que les sucres, les 
polyosides, les steroides, ou bien ne presentent pas 
d' absorption specif ique a une longueur d'onde determin§e 
en UV, ou bien ne presentent qu'une absorption, faible, ce 
10 qui nuit a la sensibility de la detection. 

On est alors amene a detecter, par un moyen 
physique ou chimique approprie, la presence de la mole- 
cule recherchee dans chaque fraction issue de la chroma- 
tographie, ce qui bien evidemment prend beaucoup de 
15 temps ; en outre, cette analyse est souvent destructive 
de 1'analyte concerne . 

La pr§sente Invention a pour but 1'obtention 
de conjugues, faciles a synthetiser et a purifier, de mo- 
lecules d'interet avec un monomere de PCE. Dans ce but, 
2 0 les Inventeurs ont prepare des conjugues possedant des 
proprietes que ni la molecule d'interet, ni le monomere 
de PCE ne possedent naturellement . 

Dans ces conjugues, la molecule d'interet et 
le monomere de PCE sont relies par 1 ' intermediaire d'une 
2 5 chaine oligonucleotidique, faisant office de bras 
espaceur entre le monomere de PCE groupe et la molecule 
d' interet consideree . 

La presente invention a pour objet une macro- 
molecule de formule (I) suivante : 

30 P-O-M (I) 

dans laquelle : 

M represente une molecule d'interet ; 
O represente une chaine oligonucleotidique ; 
P represente un monomere d'un polymere con- 
35 ducteur electronique. 
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Au sens de la presente invention on entend par 
« molecule d'interet », toute molecule presentant une 
fonctionnalite utile dans des reactions sur support 
solide, par exemple des reactions de synthese, ou de 
5 detection directe ou indirecte. Cette molecule d'interet 
peur etre, par exemple, sans que cette liste soit 
limitative, une biomolecule, telle qu'une proteine (en 
particulier une enzyme) un acide amine, un peptide, un 
glycopeptide, un lipide, un steroide, un glycolipide, un 
0 sucre, un polysaccharide, une molecule capable de 
generer, directement ou indirectement , un signal, ou bien 
une molecule complexe, multif onctionnelle ; etc. 
Avantageusement , cette molecule d'interet constitue l'un 
des membres d'un couple d'af finite, il peut s'agir par 
5 exemple de la biotine, ou d'un peptide potent iellement 
antigenique, etc. 

P peut par exemple etre un monomere de polya- 
cetylene, de polyazine, de poly (p-phenylene) , de poly(p- 
phenylene vinyl ene) , de polypyrene, de polypyrrole, de 
polythiopbene, de polyfuranne, de polyselenophene, de 
polypyridazine, de polycarbazole, de polyaniline, etc. 

Avantageusement, P est un groupe pyrrole. 
La chaine oligonucleotidique O peut etre cons- 
titute d'un oligonucleotide simple-brin, ou d'un oligonu- 
cleotide double-brin sur au moins une partie de sa lon- 
gueur. Dans le deuxieme cas, l'un des brins est fixe de 
maniere covalente au monomere P, et 1' autre brin est fixe 
de maniere covalente a la molecule d'interet M. 

De fagon theorique il n'y a pas de limitation 
dans la nature ou la longueur de 1 ' oligonucleotide ; 
avantageusement, la chaine oligonucleotidique aura une 
longueur comprise entre 6 et 60, pref erentiellement entre 
10 et 30 nucleotides. Avantageusement le pourcentage en 
(G+C) de 1 ' oligonucleotide O est inferieur ou egal a 70%, 
et de preference inferieur ou egal a 50%. 
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La fixation de 1 ' oligonucleotide 0 sur le mo- 
nomere de PCE peut etre effectuee comme decrit dans la 
demande PCT WO 94/22889. La fixation de la molecule d'in- 
teret M sur 1 ' oligonucleotide 0 peut etre effectuee par 
differents procedes, connus en eux-meme , permettant de 
lier un oligonucleotide a une autre molecule. Le choix du 
precede le plus approprie depend essentiellement de la 
nature de la molecule d'int^ret M. 

Par exemple, l-< oligonucleotide 0 peut etre 
active par fixation d'un ester de N-hydroxy-succinimide 
d'acide amine, d'un groupe SH [ARAR et al . , Bioconjugate 
Chem. 6, p. 573-577, (1995)], ou d'un groupe raaleimide. 

La presente invention a egalement. pour objet 
un procede de preparation d'une macromolecule P-O-M telle 
que definie ci-dessus, a partir d'un melange comprenant 
ladite macromolecule ainsi que les reactifs P-O et M a 
partir desquels elle a ete formee, lequel procede est ca- 
racterise en ce qu'il comprend au moins une §tape au 
cours de laquelle on procede au f ractionnement dudit me- 
lange, par tous moyens permettant de separer les frac- 
tions comprenant respectivement M et P-O-M, de la fraction 
comprenant P-0, et une etape au cours de laquelle 1'on 
procede a la detection de la fraction comprenant P-O-M, 
et/ou a la determination de la quantite de P-O-M par 
detection et/ou mesure d'un parametre associe a 
1 ' oligonucleotide O et non-associe a la molecule 
d'interet M. 

La chaine oligonucleotidique O joue, par sa 
nature chimique et par sa longueur, un role dans les pro- 
prietes physiques (polarity en chromatographie, par exem- 
ple) du conjugue avec la molecule d' interet consideree, 
ce qui permet d'ajuster une separation optimale du 
conjugue obtenu et des reactifs en exces . D' autre part, 
elle permet la detection specifique du conjugue dans 
1 ' ultraviolet , a une longueur d'onde comprise entre 240 
et 270 nm (avantageusement , 265 nm) , et eventuellement 
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par hybridation avec un oligonucleotide de sequence 
complementaire . 

Les proprietes conferees par la chaine oligo- 
nucleotidique 0 permettent ainsi une manipulation aisee 
5 de quantites infimes de molecules d'interet, en 
facilitant leur separation par des methodes 
d' ultrafiltration, et/ou de chromatographic de partition, 
ou de chromatographic d'af finite sur des oligonucleotides 
de sequence complementaire, ainsi que leur detection et 
10 leur quantification rapide par une mesure d' absorption 
specifique entre 240 et 270 nm. Ceci est particulierement 
avantageux lorsque la molecule d'interet M est un 
peptide ; en effet, la mesure de 1' absorption des 
oligonucleotides a 2 65 nm est beaucoup plus sensible et 
15 specifique (elle n'est pas perturbee par les sels et les 
solvants) que celle de 1' absorption des peptides a 
205 nm. 

La presente invention a pour egalement pour 
ob jet des copolymeres repondant a la formule (II) sui- 
2 0 vante : 

-[P]x-[P]y- 

(ii) 



25 



30 



? 



[M] 

dans laquelle P, O, et M sont tels que definis ci-dessus, 
et x et y representent des nombres entiers egaux ou supe- 
rieurs a 1 . 

Ces copolymeres peuvent etre prepares par co- 
polymerisation d'un conjugue P-O-M purifie, tel que de- 
fini ci-dessus, avec des monomeres P, ou bien par fixa- 
tion de la molecule d'interet M sur les chaines 
oligonucleotidiques laterales d'un copolymere 

PCE/oligonucleotide, tel que ceux decrits dans la demande 
35 PCT WO 94/22889. Cette fixation peut etre effectuee par 
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liaison covalente de la molecule d'interet M avec 
1 ' oligonucleotide O lui-meme fixe au PCE, ou bien par 
1 ' intermediaire d'un oligonucleotide hybride avec ledit 
oligonucleotide 0 sur au moins une partie de sa longueur. 
5 Les copolymeres conformes a 1' invention peu- 

vent etre utilises dans toutes les applications dans les- 
quelles il est habituel de fixer des molecules d'interet 
sur un support solide, et en particulier dans la 
constitution de matrices de molecules d'interet. 
10 De telles matrices peuvent etre preparees en 

procedant a la copolymerisation electrochimique adressee, 
en des points differents d'une meme matrice d' electrodes 
(chaque point etant constitue par une des electrodes de 
la matrice) , de differents conjugues P-O-M, et/ou de 
15 quantites variables d'un meme conjugue P-O-M, avec les 
monomeres P. Des Electrodes constituant des points 
differents d'une meme matrice peuvent ainsi differer 
entre elles par la nature, la chaine laterale O-M, (c'est- 
a-dire par la sequence de 1 ' oligonucleotide O et/ou par 

2 0 la nature ou la composition chimique de la macromolecule 

M) ; elles peuvent egalement differer entre elles par la 
quantite de molecules d'interet M par unite de surface. 

D'autres electrodes de la meme matrice peuvent 
etre recouvertes d'un copolymere PCE/oligonucl§otide tels 
25 que ceux decrits dans la demande PCT WO 94/22889. Selon 
1' utilisation envisagee ce copolymere PCE/oligonucleotide 
pourra etre conserve tel quel, ou bien etre utilise pour 
la fixation d'autres molecules d'interet, directement, ou 
par hybridation avec un autre oligonucleotide portant la 

3 0 molecule d'interet. 

L' utilisation des macromolecules P-O-M et des 
copolymeres conformes a 1 ' invention permet done 
l'obtention facile de matrices multif onctionnelles . 

En outre, 1 ' utilisation des conjugues P-O-M et 
35 des copolymeres conformes £ l 1 invention permet d' obtenir 
des electrodes constituant des temoins internes, 
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autorisant a tout moment (apres le depot ou en cours 
d' utilisation) un controle qualitatif ou quantitatif de 
la fixation des molecules d'interet M au support solide 
par 1 ' intermediaire de 1 ' oligonucleotide O. Ce controle 
5 peut etre effectue de differentes manieres : par exemple 
en detectant les chaines oligonucleotidiques O par 
hybridation avec une sonde marquee, ou bien en recouvrant 
une ou plusieurs des electrodes de la matrice, de 
copolymdres conf ormes a 1 1 invention portant une molecule 

10 d'interet M constituant un marqueur facile a detecter 
(par exemple la biotine, ou un marqueur fluorescent) . 

La presente invention sera mieux comprise a 
1 ' aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples de preparation et d 1 utilisation de 

15 macromol§cules et de copolymeres conf ormes a 1 1 invention. 
EXEMPLE 1 : PROPRIETES SPECTRALES ET CHROMATOGRAPHIQTJES 
DE PEPTIDES 

Pour illustrer les problemes poses par la de- 
tection d'un peptide d'interet biologique, on utilise un 
20 peptide synthetique commercial (ref. A2532 SIGMA- ALDRICH 
Chimie) , de masse molaire 1652,1 Da, correspondant au 
fragment 11-24 de 1'ACTH (adrenocortotrophic hormone) . 
D' apres le fabricant la preparation contient 61% de 
peptide . 

25 On injecte sur une colonne RP-HPLC 25 ill d'une 

solution a 2 mg/ml dudit peptide. L'elution est effectuee 
par le melange A + B, (A = 5% ACN (acetonitrile) 25 mM 
TEAAc (acetate de triethyl ammonium) ; B = 5 0% ACN 25 mM 
TEAAc) en utilisant un gradient de 0% a 100% B en 

30 35 minutes. 

On observe un pic a un temps de retention 
Rt = 2 minutes et un pic assez large a Rt = 10 minutes. 
Les fractions correspondant a ces deux pics sont collec- 
tees, concentrees et analysees . 
3 5 La fraction Fl (Rt = 2 minutes) montre une ab- 

sorption A 220 m = 1,033. D' autre part, A 275 ^ est du meme 
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ordre que le bruit de fond (0,005). Cette fraction 
contient done des sels (A 220 m non specif ique) . 

La fraction F2 (Rt = 10 minutes) presente une 
absorption A 220 „ = 1,90 et A 275 „ = 0,073. Cette fraction 
5 contient done le peptide. 

Ceci illustre le fait que la detection U.V. 
vers 215 a 220 nm ne permet pas, a elle seule de diffe- 
rencier sur le chroma tograrame le signal du au peptide des 
signaux parasites d'autres substances. 
10 On a analyse de la meme fagon par RP-HPLC le 

peptide synthetique commercial (ref. A 0673 S IGMA- ALDRICH 
Chimie) , de masse molaire 2465,7 Da, correspondant au 
fragment ACTH (18-39). D'apres le fabricant, 
1 ' echantillon contient 82% de peptide. 
15 L ' analyse HPLC est realisee dans les memes 

conditions que ci-dessus, et les fractions sont detectees 
en U.V. a 215 nm. 

On observe un pic majeur pour 
Rt > 18,45 minutes ; ce pic est plus fin que celui ob- 
20 serve pour le fragment ACTH (11-24) . 

Cette experience montre que deux fragments 
peptidiques diff§rents presentent des pics caract§ris§s 
par des temps de retention tres differents. La comparai- 
son des profils HPLC montre egalement que les pics, comme 
25 dans le cas de ACTH (11-24), peuvent etre elargis. 

EXEMPLE 2 : SYNTHESE D'UN OLIGONUCLEOTIDE DOUBLEMENT 
MODIFIE PAR UN RESIDU PYRROLE ET UN BRAS AMINOALKYLE . 

Un oligonucleotide modifie de sequence : 
S'HO-dCf^ 01 "- (T) 10 -p-dC aminoliexyl -p-dT0H3' 
3 0 est synthetise sur support solide 

(CPG (Controled pore Glass)) par la methode denommee 
« phosphite-phosphoramidite », decrite par [BEAUCAGE et 
LYER, Tetrahedron., 48, 2223-2311, (1992)3. 

Les principales etapes de cette synthese sont 
35 indiquees ci-dessous. 
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On prepare un aminoalkyle-phosphoramidite de- 
rive de la 5' -0- (4, 4' -dimethoxytrityl) -N-4- <6- 
aminohexyl) -2' -desoxycytidine [ROGET et al . Nucleic Acids 
Res., 17, 7643-7650, (1989)]. 

Cet aminoalkyle-phosphoramidite est obtenu en 
deux etapes : 1 ' amine primaire du bras alkylamine porte 
par le nucleoside est protegee par un groupe 
trif luoracetyle, suivie d'une phosphitylation de 
1'hydroxyle en 3' par un procede analogue a celui decrit 
par SPROAT et al . [Nucleic Acids Res. 15, 6181-6196, 
(1987)], pour le phosphoramidite de la 5'- 
trif luoracetamido-2 ' , 5 ' -didesoxythymidine par SPROAT et 
al. [Nucleic Acids Res. 15, 6181-6196, (1987)]. 

On couple les aminoalkyle-phosphoramidites 
ainsi obtenus sur une colonne d'un synthetiseur d'ADN, 
par 1 ' intermediaire de thymidines prealablement fixees 
sur cette colonne. 

D'autres aminoalkyle-phosphoramidites tels que 
ceux decrits par AGRAWAL et al . , [Nucleic Acids. Res., 
14, 6227, (1986)] ; CONNOLLY, [Nucleic Acids. Res. 15, 
3131, (1987)] ; BEAUCAGE et LYER, [Tetrahedron. 49, 1925- 
1963, (1993)] sont egalement utilisables. 

On condense ensuite le phosphoramidite de la 
thymidine sur 1 ' aminoalkyle-phosphoramidite fix6 £ la co- 
lonne. Cette etape est repetee jusqu'a obtention d'une 
chaine oligonucleotidique de 10 -meres. 

On condense, a 1 ' extremite 5' de 
1 ' oligonucleotide ainsi obtenu, un phosphoramidite de la 
5' -0- (4,4' -dimethoxytrityl) -N-4- ( 6 - aminohexyl - ) -2 ' - 
desoxycytidine sur lequel a ete greffe un residu pyrrole, 
selon le protocole decrit dans la demande PCT WO 94/22889 
et par LIVACHE et al . , [Nucleic Acids Res. 22, 2915-2921, 
(1994) ] . 

L' oligonucleotide est deprot^ge dans 
1 ' ammoniaque concentree (16 heures a 55°C) , et purifie 
par HPLC sur une colonne L I CHRO S PHE R R RP-18E 250-10 



12 



2750136 



(10 |nm) (MERCK, DARMSTAT, D) par un gradient 
d' acetonitrile dans 1' acetate de triethylammonium 50 mM 
(tampon A : 5% acetonitrile, tampon B : 50% 
acetonitrile ; debit 5 ml /minutes, gradient de 10% B a 
25% B en 20 minutes) , selon la methode decrite dans : 
« Oligonucleotide synthesis : A practical approach. Ed 
M.J. Gait. IRL Press, Oxford ». 

L.es fractions correspondant a un pic majori- 
taire (temps de. retention superieur a 15 minutes) sont 
evaporees. Apr£s evaporation, 1 ' oligonucleotide obtenu 
est dessale par filtration sur une colonne NAP-5* 
( PHARMACIA- LKB Biotechnology, UPPSALA, Suede) . 
EXEMPLE 3 : PREPARATION D'UN OLIGONUCLEOTIDE ACTIVE SOUS 
LA FORME D' ESTER DE N- HYDROXY SUCCINIMIDE. 

L' oligonucleotide modifie (denomme ci-apres 
pyr-T 10 -NH2) prepare selon la methode decrite a l'exemple 
2 ci-dessus, est transforme en son intermediaire active 
(ester de N-hydroxysuccinimide) correspondant selon le 
protocole suivant : 

L' oligonucleotide pyr-T 10 -NH2 (10 a 25 nmol) 
lyophilise est repris dans 12 jxl de tampon 50 mM N- (3- 
sulfopropyDmorpholine (MOPS) pH 7,0. A cette solution 
sont ajoutes 2 8 |il de dimethyl formamide contenant 4 pinol 
de dissuccinimidyl suberate (DSS PIERCE ROCKFORD, IL) , et 
le melange est laisse sous agitation mecanique (16 lieures 
a 4°C ou 5 heures a 20°C) . On depose le melange reaction- 
nel sur une colonne NAP-5 equilibree avec de l'eau, et la 
colonne est eluee par de l'eau selon le protocole preco- 
nise par le fabricant. La fraction exclue (1 ml) est ex- 
traite 5 fois par 1 ml de n-butanol. A chaque extraction, 
on centrifuge, on elimine la phase superieure (organique) 
et on conserve la phase inferieure (aqueuse) . A la der- 
niere extraction, 1' ester de N-hydroxy succinimide 
(denomme ci-apres pyr-T 10 -NHS) precipite au fond du tube 
est seche sous vide (SPEED-VAC) puis conserve a -20°C 




2750136 



(pref erablement moins de 24 heures) jusqu'a son utilisa- 
tion. 

Une HPLC analytigue d'une partie aliquote du 
melange reactionnel a differents temps de reaction est 
5 realisee sur une colonne L I CHROS PHER R RP-18E/125-4 
(5 jam) (MERCK, Darmstat, Allemagne) ; on effectue 
l'elution par un gradient d' acetonitrile dans 1' acetate 
de triethylammonium 50 mM (tampon A : 5% acetonitrile, 
tampon B : 50% acetonitrile) ; debit 1 rnl/mn, gradient de 
10 10% B a 30% B en 20 minutes, puis de 30% B a 50% B en 
15 minutes . Cette analyse chromatographique montre la 
disparition du pic de 1 ' oligonucl§otide pyr-T 10 -NH 2 , 
(temps de retention environ 19 minutes) et 1' apparition 
d'un pic (temps de retention environ 2 7 minutes) corres- 
15 pondant a 1' ester de N-hydroxy succinimide (denomme pyr- 
T 10 -NHS) . 

EXEMPLE 4 : COUPLAGE D'UN OLIGONUCLEOTIDE MOD I FIE SUR DES 
PEPTIDES 

A) Couplage sur le fragment ACTH (11-24) : 

20 20 nmol de pyr-T 10 -NHS obtenu comme decrit 

dans l'exemple 3, sont repris dans 50 ml de tampon MOPS 
(50 mM, pH 7,8). On ajoute le peptide ACTH(ll-24) (SIGMA, 
St Louis, Etats-Unis) (26 nmol, 1,3 eq.) dans 50 jal de 
tampon MOPS pH 7,8. On incube une nuit a 4°C 
25 On observe en HPLC analytique dans des 

conditions identigues a celles de l'exemple 3 la dispa- 
rition de pyr-T 10 -NHS, et 1' apparition d'un pic majori- 
taire correspondant au conjugue oligonucleotide-peptide 
(temps de retention environ 26,4 minutes. 
30 melange reactionnel est purifie par HPLC- 

semi-preparatoire sur une colonne L I CHROS PHER R RP-18E/125- 
4 (5 [im) (MERCK, Darmstat, Allemagne), par un gradient 
d' acetonitrile dans 1' acetate de triethylammonium 50 mM. 
L'elution est effectuee dans les memes conditions que la 
35 HPLC analytigue decrite a l'exemple 3. 
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On detecte par mesure UV a 2 65 nm le conjugue 
oligonucleotide-peptide et on le collecte dans la 
fraction correspondant a un temps de retention compris 
entre 24 et 25,5 minutes ; cette fraction est sechee par 
5 evaporation (SPEED- VAC) . On obtient ainsi environ 
3,7 nmol de conjugue denomme pyr-T 10 -ACTH (11-24) . 

B) Couplage sur le fragment ACTH (18-39) : 

L'oligonucleotide-ester pyr-T 10 -NHS (EX. 3) 
(environ 20 nmol) est couple avec le fragment ACTH (18-39) 
10 (environ 35 nmol soit environ 1,8 eq.) (SIGMA, St Louis, 
Etats-Unis) , et le produit de couplage, denomme pyr-T 10 - 
ACTH (18-39) , est purifie. en suivant les protocoles de- 
crits en A) ci-dessus. 

Le conjugue pyr-T 10 -ACTH (18-39) est detecte 
15 dans la fraction correspondant a un temps de retention 
compris entre 26 a 27 minutes. Apres sechage de cette 
fraction, on obtient environ 7 nmol du conjugu§. 
EXEMPLE 5 : SYNTHESE D'UN CONJUGUE PYRROLE - T 10 - BIOTINE : 

Un oligonucleotide modifie de sequence pyr- 

2 0 T 10 -NH2 (10 a 2 0 |imol ) est traite par un exces de biotine- 

NHS (environ 50 equivalents) (SIGMA) dissous dans 20 ^1 
de dimethyl -formamide dans un tampon carbonate (1 M) a pH 
9 ; on incube pendant 3 0 minutes a 2 0°C. 

Le melange reactionnel est purifie sur une co- 
25 lonne d' exclusion (NAP PHARMACIA) et le conjugue 
pyr-T 10 .bio (Rt = 23 minutes) est separe de 

1' oligonucleotide pyr-T 10 -NH2 residuel (Rt = 18 minutes) 
par HPLC analytiques dans les conditions de l'exemple 3. 
Les fractions sont detectees a 265 nm. 

3 0 EXEMPLE 6 : ELECTROPOLYMERISATION DES CONJUGUES PYR-T 10 - 

PEPTIDE, ET PYR-T 10 - BIOTINE. 

Les conjugues synthetises comme decrit dans 
les exemples 4 A) , 4 B) et 5, sont deposes, par electro- 
polymerisation sur des micro-electrodes de silicium re- 
3 5 couvertes d'or. 
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Ces micro-electrodes sont disposees de fagon a 
former une matrice en forme de « damier » ; cette matrice 
est formee de micro-electrodes carries de 50 |im de cote 
disposees en 5 colonnes et 4 lignes selon le schema 
. suivant (n = 5 colonnes et p = 4 lignes) . Les micro- 
electrodes sont reperees par leur coordonnees (i;j). 

L' electropolymerisation est realisee en plon- 
geant la matrice d' electrodes dans un milieu contenant le 
conjugue pyrrole-oligonucleotide-biomolecule concerne, et 
du pyrrole (rapport molaire Pyrrole/con jugue = 10 000 en- 
viron) , dans une solution LiC10 4 0,1M. On relie 
1' electrode sur laquelle on souhaite effectuer le depot 
(par exemple a un potent iostat, et on effectue des cycles 
entre -0,35 V et +0,85 V (potentiels mesures par rapport 
a une electrode au calomel reliee a la cellule 
d' electrolyse et connectee au potentiostat) a une vitesse 
de 100 mV/s. La contre-electrode est constitute d'un fil 
de platine. 

Certaines des micro-electrodes sont recouver- 
tes d'un copolymere forme de polypyrrole et d'un conju- 
gue : 

- pyr-T 10 -ACTH (18-39) : electrodes (1;4) et 

(3;4) 

- pyr-T 10 -bio : electrodes (2 ; 3) et (4;4). 

Les electrodes restantes sont ou bien laissees 
dans leur etat initial, c'est-a-dire que le depot d'or 
reste inchange , ou bien recouvertes de polypyrrole ; ces 
electrodes constituent des temoins negatifs peirmettant 
d'evaluer la specif icite des reactions effectuees sur la 
matrice. 
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Le tableau I ci-dessous schematise la matrice 
de microelectrodes , et 1 ' emplacement des differents de- 
pots . 

TABLEAU I 
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5 OR : pas de depot 

PP : Depot de polypyrrole 
EXEMPLE 7 : MISE EN EVIDENCE DES BIOMOLECULES 
ELECTROPOLYMERISEES SUR LES ELECTRODES 

La matrice d' Electrodes r§alis§e dans 
10 l'exemple 6 est incubee en presence d'un conjugue strep- 
tavidine/phycoerythrine . L' observation sous un microscope 
a epif luorescence revele que la fluorescence est locali- 
see sur les electrodes (2;3) et (4/4). II n'y a pas de 
fluorescence parasite sur les autres electrodes, ce qui 
15 montre que le conjugue pyrrole-oligonucleotide-biotine 
s'est fixe specif iquement sur les electrodes cible sou- 
haitees . 

La meme matrice de micro-electrodes, est incu- 
bee en presence d'un anticorps biotinyle specif ique de la 

20 partie C-terminale du peptide 18-3 9 de 1'ACTH (anticorps 
ACR-17-bio : CIS BIO INTERNATIONAL) puis en presence d'un 
conjugue streptavidine/phycoerythrine pour reveler le 
produit de la reaction. 

L 7 observation sous microscope a epifluores- 

25 cence revele que seules les micro-electrodes portant le 
conjugue pyrrole-oligonucleotide-ACTH, et celles portant 
la biotine sont f luorescentes, ce qui montre que le con- 
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jugue pyrrole-oligonucleotide-ACTH s'est fixe specif ique- 
ment sur les electrodes cible souhaitees, qu'il est ac- 
cessible a un anticorps, et que ses proprietes antigeni- 
cities sont conservees . 

5 EXEMPLE 8 : 

En utilisant la methode decrite dans 1'Exemple 
4 ' on couple le fragment ACTH (18-39) sur un 
oligonucleotide ester de N- hydroxy sue cinimide, pr§pare 
par le procede decrit dans I'exemple 3 a partir d'un 
C oligonucleotide de sequence 5 ' pyr-T 9 -NH2 , synthetise 
suivant le protocole decrit dans I'exemple 2. 

On dispose ainsi des oligonucleotides : 

I . pyr-T 10 -ACTH( 11-24) 

II . pyr-T 10 -ACTH (18-39) 
5 III. pyr- T 9 - ACTH (18-39) 

IV . pyr-T 10 -Biotine 

V. pyr-T 5 -HCVG (forme de 1' association d'un bras T s et 
d'une sequence specif ique du genome du virus HCV. 

En suivant le procede d' electropolymerisation 
0 de l'exemple 6, on effectue un depot electrochimique des 
conjuguSs I a V sur un reseau de micro- electrodes carrees 
de 100 iim de cote. 

On laisse certaines electrodes non recouvertes 
(OR) ou recouvertes de polypyrrole non modif ie (PP) . 
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On incube cette plaquette de microelectrodes 



avec une sonde oligonucleotidique de sequence dC BiotiM (dA) 9 
preparee et purifiee suivant l'exemple 2, et en utilisant 
le phosplioramidite biotine decrit par ROGET et al . 
[Nucleic Acids Res., 17, 7643-7650 (1989)]. 

L' hybridation est effectuee avec environ 
8 pmoles de sonde oligonucleotidique dans 200 fil de 
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tampon d' hybridation (tampon phosphate 0,1 M, pH 7,4 
contenant 0,5 M Nacl/Tween, 30 mn a 20°C puis 30 mn a 
4°C. 

On revele ensuite par incubation en presence 
5 d'un conjugue streptavidine/phycoerythrine (10 mn a 4 °C) 
diluee au l/20eme dans du tampon d' hybridation, 

Apres examen sous microscope a fluorescence, 
on observe que les electrodes (1;2) et (2; 5) sont 
fortement . positives, que les electrodes (l;3), (1/4), 
10 (2;3)et (2;4) sont positives, alors que les Electrodes 
(1/5) et (2/2) montrent une fluorescence plus faible ; 
toutes les autres electrodes et, entre autres (1;7) et 
(2; 7) ne presentent pas de fluorescence au desssus du 
bruit de fond. 

15 Le conjugue IV (pyr-T 10 -Biotine) permet de 

servir de controle positif de revelation. Lors d'une 
premiere utilisation de la plaque, il permet de certifier 
la revelation par le conjugue 

streptavidine/phycoerythrine. Les 4 microelectrodes 

20 comportant 1 ' oligonucleotide de type P-O-M dans lequel 0 
est un oligonucleotide de sequence T 10 . (1/3), (1/4) (2/3) 
et (2/4) presentent une hybridation positive, ce qui 
permet de certifier que le compose de type P-O-M a ete 
copolymer ise sur ces electrodes. 

25 La faible hybridation observee sur les 

• electrodes (1/5) et (2/2) et 1' absence d' hybridation sur 
les electrodes (1/7) et (2/7) montre la selectivity de 
1 'hybridation et illustre la limite inferieure pour la 
taille de la partie oligonucleotidique du conjugue 

30 permettant cette dilution par hybridation, que l'on peut 
estimer entre 5 et 9 nucleotides de long. 
EXEMPLE 9 : 

On utilise 1 ' oligonucleotide de type P-O-M et 
de sequence Pyr-T 10 -Bio decrit dans 1 ' exemple 5, en 
3 5 solution dans 1 ' eau a une concentration de 140 UA 265 /ml, 
ce qui permet de determiner la concentration molaire, 
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20 



25 



30 



soit 1,17 [imole/ml (avec 8 265 =12 0 0 0 0) grace aux proprietes 
d' absorption dans 1'U.V. de la partie O de P-O-M. 

On effectue une gamrne sequentielle de dilution 
de 1' oligonucleotide {1/5 ; 1/25 ; 1/50 ; 1/250 ; 1/1250) 
dans de l'eau et on ajoute 10 pi de chaque dilution a 
300 nl de solution de pyrrole 20 mM dans LiC10 4 O f lM. 

A l'aide de solutions contenant des 
concentrations variables d' oligonucleotides Pyr-T 10 -Bio on 
effectue des copolymerisations sur des microelectrodes 
comme decrit dans l'exemple 6. Le rapport molaire 
pyrrole/ con jugue est different pour chaque electrode. 
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On effectue la revelation par une incubation 
dans une solution au l/20eme de conjugue 
15 streptavidine/phycoerythrine dans un tampon BPS. 0,5 M 
Nacl Tween. 

On observe la plaque d' electrodes sous un 
microscope £ epif luorescence couple a une camera CCD 
(HAMAMATSU) , elle raeme connectee a un microordinateur 
pourvu d'un programme d' analyse d' image. 

On peut fixer le temps d' exposition pour faire 
varier la sensibilite de la detection. 

En utilisant des temps d'exposition de 0,5 s, 
Is, 2 s, 4 s, 8 s, 16 s, on observe qu'au moins les 
trois plots contigus (1;2), (1;3) (l;4) donnent toujours 
des signaux de fluorescence, qui sont d'intensite 
croissante (1/2 > (1;3) > 1;4). Les plots (1;1) et (2;l) 
permettent d'apprecier le bruit de fond) . 

Les signaux fournis par les plots (1/2) et 
( 2 ; 2 ) , ( l ; 3 ) et { 2 ; 3 ) etc . . . sont du meme ordre deux a 
deux, ce qui permet d'apprecier la reproductibilite . 
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Ceci permet de montrer que les intensites de 
fluorescence sont correlees avec les quantities initiales 
de compose de type P-O-M (quantifiees a l'origine par 
absorption a 265 nm) introduites dans les differentes 
5 solutions d' electrolyte . 
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REVEND I CAT I ONS 

1) Macromolecule de formule (I) : 

P-O-M 

dans laquelle : 
5 M represente une molecule d'interet ; 

O represente une chaine oligonucleotidique ; 
P represente un monomere d'un polymere con- 
ducteur electronique. 

2) Macromolecule selon la revendication 1, ca- 
10 racterisee en ce que le monomere represente un groupe 

pyrrole . 

3) Macromolecule selon une quelconque des re- 
vendications l ou 2 , caracterisee en ce que la chaine 
oligonucleotidique O est constitute d'un oligonucleotide 

15 simple-brin. 

4) Macromolecule selon une quelconque des re- 
vendications 1 ou 2 , caracterisee en ce que la chaine 
oligonucleotidique O est constitute d'un oligonucleotide 
double-brin sur au moins une partie de sa longueur. 

20 5) Macromolecule selon une quelconque des re- 

vendications l a 4, caracterisee en ce que la chaine 
oligonucleotidique O comprend au moins 6 nucleotides, et 
en ce que son pourcentage en (G+C) est inferieur ou egal 
a 70%. 

25 6> Procede de preparation d'une macromolecule 

P-O-M selon une quelconque des revendi cat ions l a 4, a 
partir d'un melange comprenant ladite macromolecule ainsi 
que les reactifs P-O et M a partir desquels elle a tte 
formee, lequel procede est caracterise en ce qu'il 

3 0 comprend au moins une etape au cours de laquelle on 
procede au fractionnement dudit melange, par tous moyens 
permettant de separer les fractions comprenant respect i- 
vement M, et P-O-M, de la fraction comprenant P-0 et une 
etape au cours de laquelle 1 ' on procede a la detection de 
35 la fraction comprenant P-O-M , et/ou a la determination de 
la quantite de P-O-M par detection et/ou mesure d'un pa- 



NSDOCID: <FR 2750l36A1_l_> 



22 2750136 



10 



rametre associe a 1 ' oligonucleotide O et non-associe a la 
molecule d'interet M. 

7) Procede selon la revendication 6, caracte- 
rise en ce que ledit parametre associe a 
1 ' oligonucleotide O et non associe a la molecule 
d'interet M est 1' absorption en ultraviolet, d. une 
longueur d'onde comprise entre 240 et 270 nm. 

8) Copolymere repondant a la formule (II) 



suivante 



-[P]x-[P]y 



? 

[M] 



(II) 



15 dans laquelle P, O, et M sont tels que defi- 

nis dans la revendication 1, et x et y representent des 
nombres entiers egaux ou superieurs a 1. 

9) Electrode caracterisee en ce que sa surface 
est recouverte d'un copolymere selon la revendication 8. 

20 10) Matrice d' electrodes , caracterisee en ce 

qu'au moins ' une des electrodes qui la constituent est re- 
couverte d'un copolymere selon la revendication 8. 

11) Matrice d' electrodes selon la revendica- 
tion 10, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins 

25 deux electrodes recouvertes chacune d'un copolymere selon 
la revendication 8, lesdits copolymeres differant entre 
eux par la sequence de 1 ' oligonucleotide O et/ou par la 
nature ou la composition chimique de la molecule 
d'interet M „ 

30 12) Matrice d' electrodes selon la revendica- 

tion 10, caracterisee en ce qu'elle comprend au moins 
deux electrodes recouvertes chacune d'un copolymere selon 
la revendication 8, lesdits copolymeres differant entre 
eux par la quantite de molecules d'interet M par unite de 

3 5 surface de 1 ' electrode . 
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13) Matrice d' electrodes selon une guelcongue 
des revendications 10 a 12, caracterisee en ce qu'elle 
comprend en outre au mo ins une electrode recouverte d'un 
copolymere PCE/oligonucleotide . 
5 14) Utilisation d'un copolymere selon la 

revendication 8 pour le controle de la fixation d'une 
molecule d' interet M sur une electrode. 

15) Utilisation d'un copolymere selon la 
revendication 8 pour la determination de la quantite 

10 d'une molecule d' interet M fixee sur une electrode. 

16) Utilisation d'un copolymere selon la 
revendication 8 pour le controle de l'adressage d'une 
molecule d' interet M sur un point determine d'une matrice 
d ' electrodes . 

15 17) Utilisation selon une quelcongue des 

revendications 14 d 15, caracterisee en ce ledit controle 
met en oeuvre la mesure d'une propriete specif ique de 
1 ' oligonucleotide O. 

18) Utilisation selon une quelconque des 

20 revendications 14 a 17, caracterisee en ce que ledit 
contrSle met en oeuvre la mesure d'une propriete 
specif ique de la molecule d' interet M. 
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